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論文内容要旨
 第1章 ヒトデ胚の細胞分裂の制御機構
 序論
 真核生物の細胞増殖は有糸分裂によって行なわれる。 細胞増殖過程において, 細胞周期内にみら
 れる諸現象は一定 の秩序の下に制御されている。 この制御機構について, 現在大きく2つの様式が
 考え られている。 1っは細胞周期内の各現象が順次直接的な因果関係をもって関連しているという
 もの, 即ち, ある1つの現象が完了することが次の現象を引き起こすために必要とされる様式 (de-
 pendend p飢hway mode1) である。 もう1方は, 各現象間に直接的な因果関係は存在しないが,
 ある中心的な調節機構によってそれら一連の反応が制御されている様式 (independent pathway
 mode1 ) である。 多くの真核生物の細胞では, 細、!泡周期内の各現象はdependent pathway modei
 で説明さ れる制御をうけていることが知 られているが, 初期胚細胞において は定かでない。 初期発
 生過程の細胞増殖機構を解析すること は, 細胞増殖機構 をより深く理解する上に も, 発生現 象を理
 解する.上にも重要である。 そこ で, イ トマキヒトデ胚を用いて細胞周期内の諸現象がどのように制
 御されているのか解析した。
 結果と考察
 初期胚の細胞周期は S期 (DNA合成期) とM期 (分裂期) の2段階より成立 している。 真核生物
 由来 DNAポリメラーゼαの特異的な 阻害剤 であるアフィ ディ コリ ンを 10 ∬～g /顧の濃度で 加え た
 海水中 で受精卵 を飼育すると, 胚のDNA合成 は99 %以上阻害された が, 細胞体は周期的 に分裂を
 繰り返 し, 胞胚期直前 (256-5i2細胞期) に至って分裂を停.止 して崩壊 した, アフィ ディコリ ン'
 存在下で発生している胚細胞では, 星状体及び紡錘体が形成されていたが, 染色体は脱落 していた。
 又, 第1分裂時に形成された染色体は大型穎粒状の異常形態を示 し, 核DNA は細胞質分裂終了後
 娘細胞に分配されることなく分裂面中央部に取り残さ れていた。 上の結果は, 初期胚細胞において
 は, 星状体。紡錘体の形成, 細胞質分裂及び染色体凝縮がそれぞれ DNA 合成とは独立した反応経
 路に属すが, 染色体の分離はDNA 合成に依存 した反応であること を示 している。
 アフィ ディコリ ン存在 下にみ られた現象がアフィ ディコリ ン存在 下で特異的 に起こる現 象である
 のか, DNA 合成 阻害時に一般的にみ られる現象であるのかを検討した。 ヒ ドロ、キ シウレア(ジヒ ド
 ロ葉酸 レダクターゼの阻害剤) を Dπ Mの濃度で加えた海水中で受精卵を飼育すると, 正常胚でみ
 られた胚内 dNTP.串!の増加は み られ ず, 16細胞期以降胚 DNA 合成速度 は急速に低下 した。 従って,
 ヒドロキシウ レア は受精直 後よりジヒ ドロ 葉酸 レダクターゼの活性を阻害 しているが, 胚 DNA 合
 成が 阻害されるのは 16細胞期以降である と考え られた。 ヒ ドロキ シウ レア存在下で, 胚 は16細胞
 期までは正常 胚とほぼ同じ速度で細胞分裂 を進行 し, 16 細胞期で 一時細胞分裂を休.止した。 その後
 胚は細胞分裂を再開 したが, 128 -256細胞期で再び分裂を停止 し, 崩壊した。 ヒ ドロキシウレア
 存在下, i6-32 細胞期にかけての分裂期に形成される染色体 は, 大型穎粒状の異常形態を示 し,
 クロマチンは細胞質分裂終了後娘組 胞へ分配されることなく 分裂面中央部にとり残さ れていた。 し
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 かし, 星状体及び紡錘体の形成は阻害されることなく, その後も細胞質分裂が進行 した、 ヒドロキ
 シウ レア による DNA 合成阻害時にみられた現象は, アフィディコワン存在 下にみられた現 象と一、
 致しており, 従って, アフィディコリ ン存在下にみられた現象はDNA 合成阻害時に一般的 に起こる
 現象と 考え られ る。
 次に, イ トマキヒトデ胚でみ られた星状体・紡錘体の形成, 細胞質分裂, 染色体凝縮とDNA合成.
 との独立性 がイ トマキ ヒトデ胚に限 られた現象であるのか否かをバフンウニ胚を用いて検討した。
 バフンウニ受 精卵 を 10 ノ'g/雇のアフィ ディコリ ンを 含む 海水中で飼育すると, 胚DNA 合成は 99
 %以上阻害されたが。 細胞分裂 は進行した。 この時, 尾状体及び紡錘体は形成されていたが, 胚細、
 胞か らは染色体が脱落していた。 アフィ ディ コリ ン存在下第1分裂時に形成さ れた 染色体は大型瓢 童
 粒状を呈し, 核DNA は細胞質分裂終了後娘細胞へ分配されることなく 分裂面中央部に残っていた。,
 この結果はイ トマキヒト デ胚の場合と一致する。 即ち, 橿状体・紡錘体の形成, 細胞質分裂, 染色
 体の凝縮がそれぞれ DNA 合成とは独立 した反応経路 に属 すという結論は, 初期胚細胞一般にあて、
 はまるものと予想される。
 イ トマキヒト デ受精卵を 10μg/諺の濃度 のサイ トカラシンB (あるいはD) を含む海水中で 1鵬' 1・
 すると, 星状体・紡錘体の形成は阻害されなかったが, 細胞質分裂は阻害された。 この時, 染色1纏
 異常は起こらず, 染色体は分裂装置によって分離され, 結果的に核分裂のみが進行した。 従って,
 DNA合成は行なわれていた ものと判断でき, DNA 合成, 染色体凝縮及び染色体分 離はそれぞれll睦
 胞質分裂とは独立 した反応経路に属すると 考え られる。 又, 10μg/磁のコ ルヒチンを含 む 海水中
 でイ トマキヒトデ受精卵を飼育すると, 星状体・紡錘体の形成も細胞質分裂も阻害されたが, 染色
 体異常は起こらなかった。 即ち, 細胞質分裂は星状体・紡錘体の形成に依存 した反応であるが, 染
 色体凝縮 は星状体 ・紡錘体の形成とも独立した反応であると考えられる。 ただ し, コル ヒチ ン存在
 ー ドでは染色体の分離が行なわれなかったことは, 染色体の分離はDNA 合成だけでなく, 星状体 ・!
 紡錘体の形成にも依存 した反応であることを示している。
 以上の結果より, イトマキヒトデ初期胚細胞の細胞周期に関して, 〔ユ)DNA 合成 〔2)染色体 凝縮、、
                                           喜
 (3)星状 体及 び紡錘体の形成はそれぞれ3つの独立 した反応経路に属 し, 染色体分離と 細胞質分裂1鵡
                                           ヌ
 それぞれ独立 した反応ではありなが ら, 染色体分離は(釧21(3)の全てに関連 した, 細胞質分裂は(3〕の!
                                           {
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                                           ll
 る。 更に、 初期胚細胞で independent pa協way model で説明される制御に従う細胞周期内の諸現1
                                           しり
 象は, 発生過程のある時点 (イ トマキヒトデの場合は胞胚期) で相互に関連 しあい, dependent l
                                           l-
 pathwaymode1で潮される詣1」敵従うようになると思われる・ 1
 第2章ヒトデ胚の細胞分裂の開始機構 1
                                           幸
序論 1
 細胞増 殖機構をより理解する上で次の問題と 幡点は, い旅 して細鯛期が開始さ れるかとい1
                                           き
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 う問題である。 多くの真核生物の細胞は, 分裂休止期から増殖期に移行する場合, 細胞周期がGo
 期からG1 期へ移行する。 従って, Go 期か らG1 期への移行過程に細胞周期の開始点が存在する
 と考え られているが, 初期胚細胞では, 細胞周期にG1 期及びG2 期がなく, Go 期での分裂休止
 といった現象もみ られな い。 一方卵細胞は分裂を休止 した状態にある が, 受精もしく はそれに相当
 する刺激によって細胞分裂を開始することか ら, 初期胚細胞の細胞周期の開始には, 受精時に起こ
 る反応が関与していると考えられてきた。 多くの動物卵で{1 )受精時に細胞内カルシウムイオンの増
 加とその結果起こる卵表層反応, (2〕 細胞内 pH の上昇が観察されることか ら, この2つの反 応 が
 細胞分裂開始の引き金を引く反応であろうと考え られてきた。 しか しなが ら, ヒト デ卵 の場合には,
 表層反応を起こさずに体細胞分裂である卵割を誘起 できること, 及び受精時に細胞内 pHの 上昇が
 みられないことか ら, 上の2つの反応とは別な反応が細胞分裂の開始に関与しているのであろうと
 考え られた。 以下, イトマキヒトデ卵を用い細胞分裂の関始に必要な要因を解析した。
 結果 と考察
 イ トマキヒト デ卵 母細 胞は1 一メ チルアデニ ンによ って成熟 が誘起 され 減数分裂を完了する が,
 受精もしく は単為付活の刺激なしに卵割 を行うことはな い。 これに対 し, あ らか じめ卵母細胞に
 Triton X- 100によって細胞膜を除去された精子, あるいは精子より単離 した中心子複合体を注入
 しておき, その後卵母細胞を1一メチルアデニン処理すると, 減数分裂完了後卵割が行なわれた。
 この時, 表層粒の崩壊, それに伴う卵膜の上昇といった表層 反応は全く みられなかったことか ら,
 細胞内カ ルシゥムイオンの増加はなかったものと考えられる。 又, 卵割中の卵では, 核分裂が行な
 われており, 染色体は各割球に分離されていたことか ら, 胚内で DNA 合成が行なわれていたと考
 えられる。 1一メ チルアデニ ン処理によってすでに 減数分裂 が完了 している 卵に Triton X- 100
 処理精子あるいは精子中心子複合体を注入しても, 表層反応が起こ らないまま卵割が行なわれた。
 対照実験と して, 精子 又は精子中心複合体をサス ペン ドした溶液と同じ組成の溶液のみを卵に注入
 しても, 表層反応はもとより, 雌性前核の崩壊, それに伴う染色体の凝縮, 細胞質分裂といった現
 象は起こらなかった。 従 って, イ トマキヒトデ卵において は, 卵割の開始に精子中心体複合体が重
 要な役割 を演 じており, 中心子複合体は減数分裂完了後に機能しているものと考え られ る。
 一351一
 論文審査の結果の要旨
 本論文は胚発生初期 の細 胞分裂の制御機構をイ トマキヒト デ胚 を用い て解 析したものであ る。
 真核生物の体細胞の細胞周期はG1 期, S 期, G2 期及びM期からなり, 各期は順次依存関係1〔 1
 あるとされているが, 初期胚の細胞周期はG 期 を欠き, S 期と M期 のみからなる。 山田は初期胚で
 S期とM期の事象が依存関係にあるか, 独立して進行するものかを検討するため, DNA合成を阻害 1
 した時のM期 の諸事象の進行状態を観察 して次の 結果 を得た。
 lnアフィデコ リン (核 DNA 複制酵素阻害剤) の存在下でイ トマキヒトデ胚は DNA 合成をほとん
 ど行なわなしソこ もかかわらず胞胚期直前ま で卵割を進行した。 ただし, 第一卵割時に染色体は大型 一
 1移粒状となり分裂面中央部に取り残され, 染色体 分裂を伴なわずに細胞体分裂のみが進行 した。
 (21ヒ ド・キシウ レア (デオキシヌク レオ シドミ燐酸合成阻害剤) の存在下でも, DNA 合成の阻害
 に伴なって, 染色体が顆粒化し, 染色体分裂を伴なわない細胞体分裂 が進行 した。
 13)サイ トカラシンB またはD は核分裂 を阻害せず細胞体分裂のみ を阻害 し, コルヒチ ンは分裂装
 置の発達と細胞体分裂を阻害するが, 染色体 分裂を阻害 しなかった。 これらの結果 をもとに, イト
 マキヒトデ初期胚の細胞周期で, 〔1)DNA 合成, 〔2)染色体凝縮及び(3}星状体・紡錘体の発達とそれ
 に続く 細胞体分裂 はそ れぞれ独立 に進行 する系であると結論 した。
 次に, これ らの反応系の開始機 構の解明を試みた。 これま で知 られていた1一メ チルアデニ ンと
 卵核胞が関与 した細胞質の熟成だけで は卵割 を開始しない。 本研究で は, イ トマキヒトデ精子から
 単離した中心子複合体 を成熟卵に注入することによって, 表層変化を伴なわずに核分裂を誘起する
 ことに成功 した。 この結果は中心子複合体が卵割の開始に直接重要な役割を果 していること を示す。
 以上の成果は発生開始機構の解明に貢献するところ大であ り, 山田尚文が自立して研究活動 を行
 なうに必要な高度の研究能力と学識を有することを示 している。 よって, 山田尚 文提出の論文は理
 学博士 の学位論文と して合格を認める。
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